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Description 

FRACTION IMMUNOGENE ACTIVE A L'EQARD DES BILHARZIOSES, SA PREPARATION, COMPOSITIONS 

IMMUNISANTES LA CONTENANT. 

Le Brevet francals No 8606281 du 30 Avril 1986 decrit une glycoproteins extraite d'hemocyanlne de 
5 Megathura crenulata, designee en ^br§g6 "KLH* et son Epitope oQgosacharidlque. II est montre dam ce 
Brevet que ladlte glycoproteins presente les memes proprtetes antfgeniques que I'antlgene 38 KD (sold de la 
surface des schlstosomules de Schistosoma mansonf et que I'antlgene 38 KD du schlstosomule et 
Ittemocyanlne de Megathura crenulata contlennent tous deux le mime oligosaccharide qui est I'epitope 
odgosaccharidlque precite, lequel est reconnu par un antfcorps monoclonal protecteur comma etant Epitope 
10 responsable du pouvofr antf-genique de I'antlgene 38 KD de schlstosomule et de la KLH, i'antlcorps 
monoclonal protecteur etent obtenu k partfr de ('hybrtdome IPL Sm1 Identifid dans la Oemande de Brevet 
precftee. 

La presente Invention a pour but de determiner la structure chlmlque de la glycoproteins et de son epitope 
otfgosaccharidique, qui font i'objet du Brevet francals prtclte et de permettre d'en reaOser la synthese. 
is La presente Invention a pour objet une gfycoprotelhe extraite de KLH (hemocyanfne de Megathura 
crenulata) qui est caractertsee en ce que sa fraction gluddique represents 5 A 5£&to de la molecule de 
glycoproteins et en ce que la composition molaire de ladlte fraction gluddique (calculee sur la base de 3 
residua de rnannose) est senslblement la sulvante : 



Residua monosaccharidiques 



Mannose 


3 




Galactose 


3 a 


4 


Fucose 


2 a 


3 


Glucose 


2 ± 


0,2 


Xylose 


0,5 


- 1 


N-acetylglucosamine 


3 - 


4 


^-acetylgalactosamine 


2 ± 


0,3 



35 

Les monosaccharides qui constituent te fraction gluddique de (a KLH ont 6te Identified et doses par 
chromatogrephfe en phase gazsuse associee & la spectrom&rie de masse, ce qui a permls de constatar 
Tabsence de monosaccharides 0-m6thytes dans ladlte fraction gluddique. 
La presents invention a Agalement pour objet la fraction glycannlque Isotee de la glycoproteins pricttee, 
40 extraite de KLH par proteolyse par la pronase et purification du prodult d'hytfrolysa par chromatographie de 
gef-flltration pour racuef Mr le prodult du pic majeur obtenu, dont fa composition en glucldes (calculee sur la 
base de 3 rasldus de rnannose) est senslblement la sulvante : 

45 Nbre/residus mcmosaccharidiqLues 



Hannose 


3 


Galactose 


4 


Pucose 


1,6 


Glucose 


4 


Xylose 


• 0,23 


IT-acetylglucosamine 


3,3 


H-acetyl galactosamine 


2 



La pr&sente invention a en outre pour objet un glycanne de synthese senslblement identique au glycanne 
extralt de la KLH et au glycanne d Tantigene 38 KD de S. mansonl, qui est caracterlse' en c qu'Il presente au 
m Ins Tun des structures prlmaires sulvantes : 
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Glycannes de N-qlycosvtprot6lne8 
Man (a 1-3), 



\ 

Xyl(8 1-2) Man(e l-4)ClcNAc(B l-4)GlcNAc(61-N)Asn 



Man(a1 



a-l f 6 



Fuc 



10 



16 



(I) 



20 



r 



40 



46 
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Han(ol-3), 


ClcRAc^ 
C *'l-4 











./ 



«<*M)CldUc<fi l-4)«cKAc<a 



a-1,6 



Fuc 



(IIJ 



C4l(01-4)Clc1ttc(&l-2 t 4 ou 6) 
. ja-1,3 era 6 
(Fuc) 

0-1 



Kan(al-3>, 
Xyl(B 



Man (a 1-6; 
0-4 



l-2>— ^i*a(0M)ClcIMc(ei-.4)cicirAc(Bl-IO4 



Fuc 



(III) 



C*lHAc<ei-4)ClcHAe<0J-2 f 4 «u6> 
|«-I t 3 ou 6 
(Fuc) 

0-1 



Man(ei-3) 
Xyl(81 



(Bl-«)Clclttc(Bl-4)ClcHAc<0^1OA 
Man(cl-6/ j <M,6 

0-4 Fuc 
(IV> 



Glycannes da Q-qlycosylprotginag. 



0-4 



ClcHAc 



1-2 



Fuc 



1-2 



Cal (0 1-3)C*l»Ac(ol -3)Ser(Thr> 



(V) 



L'activite antigenfque des gfycannes Isoles de KLH ou obtenus par synthase a et6 evaluee a i'alde de la 
sonde monoclonale speefflque de la molecule 38 KD. a savoir les antfeorps IPL Sml utilises dans la Brevet 
francals mentionne plus haut par la technique dlnhlbltlon de la fixation de I'antlcorps IPL Sm1 marque a I'lode 
125, respectfvement sur la glycoproteine extraite de KLH et sur le glycanne de synthase cortfomtB a la 
presente invention, par les serums d'animaux immunises par (a KLH. Las resuitats obtenus sont presents a la 
Rgure 1 annexes etfont apparaltre que les antfeorps prodults au cours d'une telle immunisation fnduisent des 
taux d'inhibition identlques a ceux observes respectfvement pour les serums d'irrfectfon, pour I'anticorps IPL 
Sm1 Trold\ pour la KLH purffiee ou pour I'antigene dbie 38 KD. 

Cette demonstration de ractivite Inhlbitrice de la fraction glycannfque identiflee conformement & (a presente 
invention, vis-a-vis de I'anticorps monoclonal dirtge contre I'antigene 38 KD de Schistosoma mansonl et centre 
la glycoproteine extraite de I'hemocyanine de Megathura crenulata, vient confirmer de facon definitive les 
travaux precedents qui concf uaient au fait que f'epitope de I'antigene de surface 38 KD devait 6tre au moins en 
parti glycannique [FEBS LETTERS, OISSOUS et CAPRON, 162 (1983) p. 355-359 et MOLECULAR AND 
BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, DISSOUS et Ai., 16 (1985J, p. 277-288]. 

La presente invention a, en c nsequence, egaiement pour objet des serums protectees a regard des 
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infections par Schistosoma mansonl, des compositions lmmunog6nes, des vaccina, das agents Immunisants 
et das rSactff s de diagnostic qui sont caract6rfs6s en ce que leur constituent actff est (a glycoprotein et/ou ie ' 
gtycanne Identifies) dans ce qui precede. 

La presente Invention a en outre pour objet un pr c6d6 de preparation de fa glycoproteins ldentifI6e plus 
haut, qui consiste k soumettre de l*h6mocyanlne de Megathura crenu lata k au molns un traftement de 5 
prot6oryse par la pronase et k istler ie produit de la proteoryse par precipitation par un agent precipitant 
approprie, tel que rethanol notamment 

Selon un mode de mtse en oeevre pref6r6 du precede conforme k ia presente invention, Ie produit de (a 
prot6ofyse iso(6 par precipitation, est soumis * un traftement de purification approprie, de preference k tin 
traitement de purification par chromatographie de gel-filtration, apres quol la fraction 6lu6e pr6sentant Ie pfo 10 
majeur est iso!6e par precipitation, pour fournlr une fraction glycopeptidlque purffl6e. 

Comme tndique plus haut, la composition en glucldes des fractions ainsl Isoldes a 6t6 d6term!n6e 
quailtativement et quantKativement par chromatographie en phase gazeuse couplee k la spectrom6trie de 



Conform6ment k Klnvention. les gtycannes 116s O-gfycosldtquement sont Iib6r6s par la m6thode de IS 
/-Elimination sous forme d'ofigosaccharides-aldttols, (a liaison N-glycosidique n'est pas touchee. . 
La reaction est effectu6e sur 93mg de gtycopeptldes pronaslques. 

La solution finale nlsuftant de fa /-elimination est fractfonn6e sur une coionne de Blogel P2 equilibria dans 
Teau. Las gtycopeptldes atcall-stables d6passant 1800 D, masse mol6culahre d'exclusion du Blogel P2, sont 
eiues au volume mort de la coionne, tandfs que les O-glycannes sont retard6s. 20 

Le reperage des fractions 6iu6es est fait par chromatographie en couche mince. On isole ainsl 4 fractions 
dont la fraction A repr6sente la majeure partle (1/3) et correspond aux gtycopeptldes alcall-stables. Cette 
fraction A est separfie par passage sur coionne de Con A sepharose 46 en 3 sous-fractions At , A 2 ,A 3 
dont seule la fraction A 1 conserve une activfte biologlque comparable k ceile de la fraction A. Cette fraction 
A t iso(6e de Ph6mocyan(ne de Megathura crenulata est caracterisee par la formula sufvante : 25 



Oa*»f-4MUcNAct»t-4> 



\ 

tctll-4) 




Gal(»l-4)GlcNAc<»t-2)l 
FucUi-2)Q»l^!-3)0.mAc<pi-4)QlcNAc(H-2)M»n(» \-l 
GmH$i -4)a«cNAc(* I -«1 

J (vi) 



Utn( » l-4)GlcNAc( $ I-4)0ICNA^C ll)Alfl 



:nac(h; 



30 



35 



L'activrte antigenique des fractions glycopeptidiques extraites de Phemocyanine de Megathura crenulata, 
Identtflees plus haut, et cede des gfycannes de synthdse qui r6pondent k Tune des structures prlmaires des 
formulas I k IV ont 6t6 6valu6es, entre autres, k l*aide du test d'lnhibttion evoqu6 plus haut. 

Outre les application enoncees plus haut, (es gtycopeptldes Isoles de proteoiysats de KLH ou les gtycannes 45 
IIb6r6s par hydrolyse chlmique ou enzymatique de KLH ou encore prepares par synthdse organique. 
conform6ment k la pF6sente Invention, peuvent 6tre mis en oeuvre pour la preparation de neoglycoprotetnes, 
par condensation desdits gtycopeptldes ou gtycannes avec des peptides naturals ou de synthdse. 

Selon un mode de mlse en oeuvre avantageux de ce proc6d6, la condensation desdits gtycopeptldes ou 
gtycannes avec des peptides approprids est reails6e par couptage d'ollgqsaccharides et de proteines. 50 

Selon un autre mode de mlse oeuvre avantageux de ce precede, la preparation des n6oglycoprot6lnes est 
reaiisee par couplage de glycopeptides et de proteines. 

Comme examples de peptides pouvant dtre condenses avec les gtycannes conformes k la presente 
invention, on petit crter I'anatoxfne tetanfque et/ou des peptides de synthase dertves de ia proteine 28kOa. 

Les neogtycoprotetnes ainsl obtenues pr6sentent Pinterdt de grouper dans une structure chlmique unique, 55 
deux actlvites antig6nlques complementalres, k savolr I'actMte antigenique du glycanne conforme k la 
presente invention et I'actMte antigenique de la fraction peptidtque assoct6e audit gtycanne pour former la 
neogtycoproteine d6sir6e. 

Outre les dispositions qui precedent, invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 
la description qui va suivre. 50 

L'frwenti n sera mi ux comprise k Pafde du complement de description qui va suivre, qui se refers k des 
examples de preparation des gtycannes conf rmes k ('invention par extraction k partir de KLH, de mlse en 
evidence de I'actMte antigenique desdits gfycann s et d preparation de neogtycoprotetnes egalement 
conforme a ta presente invention. 

II doit etre bien ent ndu, toutefois, que ces exempies s nt donnes uniquem nt k tftre d'lllustration de I'objet 65 
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20 



SO 



55 



60 



de Pinv ntion, dont lis ne constituent en aucune manfere une limitation. 
EXEMPLES 

EXEMPLE 1 - Preparation de glycopeptldes conformes & .'Invention par extraction A partir de KLH. 
■ 1 Be rhtoo^Lne de MegSwa crenulata (KLH) est mlse en contact aveo.de to prona^ o^ un 

K^^rde^C. W 8A pendant une durte de 48 heurea U> prodult de la P rot6olysa est 
Isold par precipitation par del'6thanol. 

^TS^SXZste pic majeur contient la gjycanne acttf encore lie a une courte chatae 
KSpl^ton en glucldee est veriflee par chromatographle en phase gazause couplee ft la 

ZS^JEtt***** par la technique ^^,f- ^^S^^ 
I'anfieorps monoclonal IPL Sml sur le glycanne, comma decrit pour la KLH et I arrtJgene 38 KD dans le 
Brevet francafs No 8606281 de]a cRe. 
EXEMPLE 2 -Preparation des grycannes conformes a llnventlon par extraction a partlr de KLH ou de 

9 ^gC 8 ni e |^^.dIquement eont liberes par le precede de Lee et Scooca (J 8U Ctat. 247 
nam S^7M una solution de KLH ou de see glycopeptldes dans NaOH M - KBH* M estmalntenue A 

S3 se ft* en presence de NaOH 0.1 M-KBH* 1M a 45«C pendant 24 h. 
EXEMPLE 3 -Tests de oaracterteatlon de I'actMte antlgenique des grycannes conformes a la presente 
35 invention. 

io -Techni que d'tnhlbltton de laflxatlon de rantlc o rps IPLSml sur I'antlqene 38 kDa du S. mansoni par lea 

^gSrue^gm^g lque en phase solids est bases sur nnh^^ = „ d3^corps 
40 IPLSml marque a Node 1 25 a son antlgene clble par drfferents antJcorps ou preparations antlgeniquea, 

a, SS^Se1?P0^ny.e est traltee par 100 pi d'une solution . JO wM d'anjeorps 
rnSftlTSo! (JrSrps arrSXmanson. dTsotype IgM qui ne ^'^nJa^^SfSte 
as mJtoft Cette methodologle permet laflxatlon ulterieure de I'antigene 38 kD.Apr6s2 n de conMia-ftte 
rf^^avtesSfols oaraOuldeTampon phosphate 10 mM contenantO.1 Wde serum albumins bovine 
SS^JTZSte 3C Tmln^asft 20"C par 200 ui d'une solution a 2PA. de BSA en Tampon phosphate. Las 

membranalre de schlstosomule obtsnu salon la technique decrite par DlSSOl^et aL dansMtol. Btochem 
^ZitrJMfflm 3 Daoes 215-225 (100 ul da solution antlgfinlqua 4 100 ug/ml pour chaqua arvtole). Apres2 n 
Sb^T^b^l^ X * Tarr^n ptophate 10 mM 0.1 «W> BSA, las plaques sont pretes 
pour la reaction dlnhibWon. 

b 'r=SS tfenttcoros IPLSml marque a Node 125 (100:000 cpm dans 50 ul) et 50 ul des 
rt^SlaSSflertqueTS S pgSter d'oBgosaccharide de KLH, de KLH native ou 50 ug des 

plaques sont alors Iav6es 3 fols en Tampon phosphate 10 mM 0,1 <W> de BSA. et les aiveoies compies 
separ6ment au compteur gamma. 

lequel SpLSml marque s nt Incub6s en prfsenc de 50 pi de Tampon phosphate 10 mM 0.1 %b de 

BSA, et est represents k la Rg. 1 annex6e. 



65 
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2o : T chntque d'tnhlbttton de la fixation de 1'anticorps IPLSml sur 1'hemocyanln de Megathura crenuiata par 
I s oligosaccharides extraits de rhemocyanlne de Megathura renulata. 

Cette technique radlolmmunotoglque en phase sollde est directement inspiree de la metti de d'evaJuatl n 
de (Inhibition de la fixation de Tanticorps IPLSml a son antlgene clble 38 kD. Dans ce cas particufier, la phase 
sollde est constitute par des plaques de polyvlnyle prealablement traltees par de la KLH. 5 

a) Phase sollde 

Chaque alveole de plaque de ootyvlnyte est traitee par 100 |il d'une solution de KLH a 10 jig/ml.en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 <Vb de BSA pendant 2 h a 20°C. Les plaques sont ensulte lavees 3 fbls en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 <Vo de BSA et saturees par une solution a 2<Vb de BSA dans le Tampon phosphate 10 10 
mM, 30 minutes a 20° C (200 pi par alveole). L'exces de BSA est ellmine grace & 3 lavages (200 jll par alveole) 
en Tampon phosphate 10 mM 0,1 % de BSA. 

b) Reaction dlnhlbfflon 

Ella est realises dans les memes conditions que celles deflnles dans le cas du test d'lnhlbltlon de la fixation w 
de Tanticorps IPLSml a son antlgene 38 kD decrit au 1° du present Exempte, et see resuttats sont representee 
a la Fig. 2 annexee. 



EXEMPLE 4 - Preparation de neoglycoprotelnes conformes a la presente invention. 

I - Par couplage d'ollgosaccharldes et de protelnes. 

Le couplage oligosaccharide-proteine peut §tre realise selon les protocoles experimentaux sutvants, la 
protelne utilises etant solt I'anatoxfne tetanique, soft des fragments peptidiquea de synthase de t'antfgene 38 
kD . 



2o) M6thodedeZopfetal . (Zopf , D.A., TsaJ OM et Ginsburg V., Methods in Enzymoiogy, 1978, Colowtek and 
Kaplan ed. Acad. Press, p. 163-169). 

Cette methode a (e merlte d'etre applicable a de faibles quantites de substrata, ^oligosaccharide est tout 
d'abord couple a la j3-(p-aminophenyi) ethylamlne, en presence de borohydrure de sodium. Le derive 
ollgosaccharideph6nethylamlne est ensulte couple au protide par Plntermfidlalre d'un diazoTque. 

a) Preparation de PoHgosacchartde-phenSthylamlne 

10 mg d'oligosaccharide sont ajoutes a 0,1 ml de iNp-amlnophenyl)ethyiamlne et la solution est agitee 
pendant 15 h dans un tube scelle a temperature amblante, 

L'alkylglycoslde est obtenu par ('addition de 0,2 ml d'aicooi renfermant 3 mg de borohydrure de sodium, 
puis Isole par chromatographic sur Bio-gel P-2. 

b) Couplage du derive oHgosaccharide-phenethylamlne avec un protide . 

A une solution de 10 pmol d'oligosaccharide-phenethylamine dans 2 ml d'eau sont ajoutes successlvement 
0,8 ml d'HCL 0,1 N et 0,6 ml d'une solution de nitrite de sodium a 2 mg/ml. 

Apres 30 minutes de reaction, le melange est lentement ajoute a 6 ml d'une solution de protelne (0,8 iimoQ 
dans NaOH 0,05 N. Apres 4 h de reaction, le prodult de couplage est dlalyse, puis purtftt sur Blo-gel P-6. 

Le rapport sucre : protelne peut atteindre 15 a 20. 



20 



25 



1o) M6thode de Gray (Gray G.R., Methods In Enzymoiogy, 1979, Cotowlck and Kaplan ed., Acad. Press, 
p. 155-162). 

Le principe de la methode repose sur le fait que le cyanoborohydrure de sodium reduit alsement les bases 
de Schiff resultant de la condensation d'un oligosaccharide avec une amine prtmaire, tout en etant sans action 
sur les fonctions carbonyl. 30 

R^CHO £ R-CH = ife-R 2 ?f3^^R 1 -CH 2 -NH-R 2 

Le protocole experimental comprend les stapes sulvantes : 0,5 umol de protide, 150 p-mol d'oligosaccharide 
et 0,8 mmol de cyanoborohydrure de sodium sont diasous dans 2,5 ml de tampon phosphate de potassium 0,2 
M (pH 6) et la solution est malntenue a 37°C pendant 10 Jours. 

La solution est ensulte dlafysee contre de I'eau distfllee, puts soumise a une chromatographic sur Bio-gel 
P-6. 

Le nombre de resWus oiigosaccharidiques couples sur la protelne est ensulte determine par un dosage 
colorimetrique. II est generalement de I'ordre de 15 a 20 glycannes par molecule de proteins. 



40 
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(I - Par couplag d glycopeptldes et de prolines 

100 mg de prolines sont dissous dans 10 ml de tampon borate de pH 9,5. A la solution refrofdfe k 0°C, on 
aj ut 0,2mldetoIuene«2^dHsocyanal (TDIC). U melange est agfte 30 minutes a.0°C, Iaiss6 una nuft a 4° C 
et centrifuge pour s6dlmenter Pexces de TDIC. 

Le sumageant est recueiffl, agK§ encore 1 h k 0° C t centrifuge, si necessaire, puis ajoute k 10 ml de tarn pon 
borate pH 9,5 oontenant 10 k 20 mlgromoJes de glycopeptldes. Le melange est agile 1 h k 37° C, dlalyse contra 
du carbonate d'ammonium 0,1 M (48 h), puis contra de I'eau dlstfllee avant d'etre lyophiiise. 

La quantite de glycopeptides qpnjugues k (a protelne est d6termfnee par un dosage cotorimetrique des 
glucides. 

Ce procede est adapte de celul de Schick A.F. et Singer SJ. (J. Biol. Chem 236 (1961) 2477-2485). 



Revendlcations 

1.- Glycoprotelne extraite de Khemocyanine d'un moilusque tel que Megathura crenulate (ou KLH), 
caracterisee en ce que sa fraction glucldlque represents 5 45,25 % de ta molecule de glycoproteins et en 
ce que (a composition molaire de iadfte fraction glucidique (calculee sur Ea base de 3 residus de mannose) 
est senslbfement la sufvant : 



Residus monosaccharidiques 



Mannose 3 

Galactose 3 k 4 

Fucose 2 It 3 

Glucose 2 ± 0,2 

Xylose Or 5 - 1 

N-acdtylglucosamine 3*4 

^acetylgalactosamine 2 ± 0,3 



Z- Fraction glycopeptfdique isolee de ia glycoprotelne selon la Revandlcatfon 1, caracterisee en ce 
qu'eile est obtenue par proteolyse de ta KLH sufvfe d'un traitement de purification du prodult de 
prottotyse par chromatographle de gal-flitration, pour obtenir un produit purine donf fa composition en 
glucides (calculee sur ia base de 3 residus de mannose) est sensiblement la survante : 

Nbre/r6sidus monosaccharidiques 



Mannose 3 

Galactose 4 

Fucose 1,6 

Glucose 4 

Xylose o r 23 

N-acStylglucosamine 3,3 

^acetylgalactosamine 2 



3*. Fraction glycannique Isolee de KLH selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'eile est obtenue 
par traitement alcaJIn de KLH ou des ses glycopeptides, sulvte d'une N-reacetylation et de purifications 
surBlogelP-2. 

4.- Glycanne de synthase, caracterisee en ce qu'il est sensiblement identique k la fraction glycannique 
selon la Revendication 3 et au glycanne de t'antigsne 38 KD de S. mansonl et en ce qu'il presente au 
moins Tune des structures primaires suivantes : 
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Xyltf l-J>— Mm«B l-*)CUKAt tt l-*)CleKAt(e»-»)An» 



K*n(o 



Fuc 



to 



(1) 



CalNAc. 



ClcJUc 



1-2 



fuc 



1-4 



1-2 



Mat (t 1-3), 
tyUB 



1-2)— >Ktf 
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5-. Glycanne caracterise en ce qu'U se compose de fucose, de galactose, de xylose, da mannose, de 
N-acetyt-gtucosamine, de N-acetylgalactosamine et en ce qu'il presents la structure primatre (VI) sulvante 
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(VI) 



6. - Glycanne selon Tune quelconque des Revendlcations 1 , 3 et 4, caracterise en ce qu'fl est reconnu 
par un anticorps monoclonal spedfique de la molecule 38 KD. 

7. - Serum protecteur a regard des Infections par Schistosoma mansoni, caracterise en ce qu'll est 
constitue par un serum de mammifere immunise par la fraction glycoproteique selon la Revendication 1 
ou par son epitope glycannlque selon I'un quelconque des Revendlcations 2 a B, 

8. - Composition immunogene, caracterise en ce qu'elle contient en tant que constituant actif une 
quantite suffisante de la glycoproteine selon la Revendication 1 ou de son epitope glycannlque selon Tune 
quelconque des Revendlcations 2 a 6, eventueltement assocte(e) a un adjuvant convenable. 

9. - Vaccin contre les bllharzloses, caracterise en ce qu'il contient une quantite vacclnante active de la 
glycoproteine selon la Revendication 1 ou de son epitope glycannlque selon Tune quelconque des 
Revendlcations 2 a 6. 

10. - Agent immunisant, caracterise en ce qu'il est constitue par un complexe forme par le couplage 
d'anticorps anti-idiotypes speciflques d'anticorps monoclonaux antiSchlstosoma mansoni, a la 
glycoproteine selon (a Revendication 1 ou a son epitope glycannlque selon ('una quelconque des 
Revendlcations 2 a 4. 

11. - Reactif de diagnostic apte a etre utilise pour la seroepidemiologia des bflharzioses, caracterise en 
ce que son c nstituant principal est la glycoproteine selon la Revendication 1 ou son epitope glycannlque 
s Ion Tune quelc nquedesRev ndlcations2a4. 

12. - Application de la glycoproteine selon la Revendlcati n 1 ou de son epitope glycannique selon Tune 



10 



0252829 

quelconque des Revendlcations 2 ft 4, ft la preparation de n6ogJycoprot6ines. 

13.- Proc6d6 de preparation de la glycoprotein salon la Revendlcatlon 1, caractftrtse en ce qu'U 
consiste ft soumettre de !'h§mocyan)ne de Megathura crenulata ft au moina un traitement de prot6olyse 
par la pronase et ft isoler ie prodult de la protftolyse par precipitation par un agent precipitant approprift, 
telquerethanolnotamment . 5 

14- Procedft de pr6paration*du glycopeptide salon la Revendlcatlon 2, caract6rlsft en ce que le prodult 
de protftoiyse isolft par precipitation conformftment ft la Revendlcatlon 13 est soumis ft un traitement de 
purification approprift, de pifcf ftrence ft un traitement de purification par chromato grephie de gel-filtration, 
aprfts quo! la fraction ftiufte presentant Ie pic majeur est lso!6e par precipitation, pour foumir una fraction 
glycopeptidiquepurtfi6e. 10 

15. - Precede de preparation d'un glycanne selon la Revendlcatlon 3, caract6ris6 en ce qu'll realise 
Itiydrolyse alcaOne de KLH ou de ses glycopeptides suMe d'une N-f6acytatlon et d'une purification par 
chromatographle de tamisage mol6culaire. 

16. Proc6d6 de preparation d'une nftogtycoproteine selon la Revendlcatlon 12, caracterisft en ce qu'un 
glycopeptide ou un glycanne selon Tune quelconque dee Revendlcations 2, 3 ou 4, est condense aveo un is 
peptide nature! ou synth6tique approprie presentant una actMte antlgenique compiementalre de 
TactMte dudit glycanne. 

17. - Proc6d6 selon la Revendlcatlon 16, caract6ris6 en ce que la condensation desdtts glycopeptides et 
glycannes avec des peptides approprifts est r6alls6e par couplage. 

18. - Procedft selon Tune quelconque des Revendlcations 16 et 17, caract6ris6 en ce que le peptide est 20 
choisl dans le groupe qui comprend I'anatoxine tetanlque et/ou des peptides de synthftse derives de la 
proteine28kD. 

19. - Neogiycoproteines, caract6rls6es en ce qu'efles sont obtenues par application de la Revendlcatlon 
12, en mettant en oeuvre le proc6d6 selon I'une quelconque des Revendlcations 16 ft 18. 
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